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〔原著〕 心筋および骨格筋における筋調節蛋白質の分化
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要 冨
心筋および骨格筋における筋調節蛋白雲 (troponin[TNJ T，1およびC)の分化を，間接壁
光抗体法を清いて調べた。ニワトリ経子において，心第は stage10 (Hamburger-Hamilton) 
よヲ抗心筋 TN抗体のすべて，および坑骨格筋 TN-I技体によ担染色された。一方，骨格筋
は stage14より抗骨格結 TN抗体のすべて，および抗心筋 TN-TとC抗体により染色され
た。しかし癖化期 (stage45)に近づくと， 各筋は地の筋の抗体tこ対する反応性を消失し， JL; 
筋は技心蕗 TN抗体のみ，骨格篤は抗骨格篤 TN抗体のみで染色されるようになったo 以上
の結果から，心窮および骨格篇の発生において， 各線胞の遺伝子発現機構は変化していること
が想像される。すなわち， 組抱は初期には心筋および骨搭筋の棺互に免疫学的に識別不可能な
一部の分子を合成しているが，次第にそれぞれの組織に特有な蛋白質を合成するようになる。
五eywords: troponin，ニワトリ睦子，心篤，骨格第，笹光顕微鏡
はじめに
骨諮筋，心窮および平脅第の第原諌維を構成する筋蛋
白質辻，それぞれ抗原性，電気泳動震等の性賓が異なる
型を呈していることが知られているひ。また骨格第のな
かでも遠藤と遅窮2，l)，さらに胸篤と足筋4)においては，
蛋自賓が相違していて，異なった型をもっていることが
明らかにされている。心筋の場合においても，心房蕗，
心室筋および Purkinje線維で辻 myosin isozymeの
型が異なっていることが知られている 5)0 
一方，腔の骨格筋の蛋白質は成体のものと異なり，発
生が進むにつれてその型を変化させ，最終的に成格と詞
じ性賓を持った筋蛋白質に分北していくことが明らかに
されつつあるかの。しかし心筋の筋蛋白質の分北につい
ては， myosin7)について調べられているのみで，他の蛋
自費については未だ解明されていない。本研究では，筋
の収縮弛緩に関与する調節蛋白質 troponin(TN)の杏
成分 (TN-T，1およびC)を指標として，発生類にお
ける心筋と骨格筋において，それらは個体発生のどのよ
うな時期に出現し， どのような性費をもち，さらには発
生につれて性質に変換がみられるか等の問題について，
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免疫組織学的方法を用いて追求した結果について報告す
る。
材料と方法
成格ニワトリの心筋〈心室筋〉および骨格筋(絢筋)
から，江矯の方法のによって TNの各成分 (TN-T，1 
およびC)を分離精製した。 TNの各成分は Fデシノレ硫
鼓ナトリウム (SDS)電気泳動によって他の蛋白賓が検
出されなくなるまで，イオンクロマトグラフィーによっ
て精製を繰り返した。
これらの TN各成分を抗原として，心筋はウサギに
より，骨格筋はモノレモットによ雪拡血請を作製した。読
皐清の特異控はオクタロニーの二重拡散法ならびに免疫
電気泳動法によって検定した。 これらの拡血請の特異
性を高める匡的で，さらに次の喪収操{乍を行なった。す
なわち抗心筋 TN-T，1およびC血清は 2回骨格筋の筋
原線維で吸収し， IgGに分離してから骨格館の TN・ 
T，1およびC成分をそれぞれ結合させたシアノゲンブ
ロマイド (CNBr)活性化 Sepharose4 Bカラムによ
り 2~3 由設収した。骨格筋の TN 各成分の抗体につ
いても，心筋筋原隷維と心箆 TN成分を用いて，詞様 
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Fig. 1. 	 Double immunodi宜usion of antisera 
against the TN components from car-
diac and skeletal muscles. The antisera 
which were diluted to various concen-
trations were located in the surrounding 
holes. The TN components (15-45 pg) 
werc located in the hole at the center. 
Each antiserum formed one precipitin 
line against its antigenic component. 
C-TN，cardiac晴 typeTN; S-TN，skele-
tal-type TN. 
の吸i反操作を行った。このようにして精製した各 TN
成分の技体は間接壁光抗体法によって，それぞれ心蕗と
骨諮筋の第原線維を特異的に染色することを確認した。
ニワトリ経子の発生段階 (stage)は Hamburger-
Hamilton1のによる。 Stage8 -38までは鹿子全体を50
%グジセ Pンでi設置し， アセトン画定 (40C，6 -12持 
直
開)ののち， パラフィン缶埋し， 7μ訟の全身縦新連
続切片を作製した。 Stage39以上のものについては， 50
%グリセリン処置ののち，クリオスタットで10μmの横
断連続切片を作製し，アセトン固定 (40C，10分間〉し
た。これらの切片は心詰および骨格筋の各 TN成分よ
り作製した抗体を用いて，馬接蓋充技体法によって観察
した。すなわち標本は一次抗体で処理(室混， 30分)した
のち，自uoresceinisothiocyanate (FITC)の結合した
ワサギあるいはモルモットの IgGに対するヒツジ IgG 
(Miles Laboratories 1nc.，Elkhart，1nd.)で処理(室
温， 30分)した。二次試体は心筋と骨格筋のアセトンパ
ウダーによって吸収することによヲ，非特異的な聖堂光を
除去したものを用いた。顕識鏡は Neofluar対物レンズ，
励起フィノレター  BP450およびカットフィルター LP 
520と KP56装備の Zeiss落射型盤光顕搬鏡である。
電子頭微鏡観察のための材料は， 2.5%グルター ノレア
ルデヒドで前酉定し，さらに 1%四酸北オスミワムによ
歩後固定を行った。次記50%詐酸ウラニウムによりブロ
ック染色し，ヱタノールおよびア。ロピレンオキサイドで
脱水後ヱポン 812に包埋した。免疫電子顕微鏡的観察に
は，グリセリン処理したニワトリ睦子を，抗心館 TN-1
血清で処理したのち， Guba-Straub液 (3mMATP， 
0.5mM EGTA，0.3mM KCl，0.5M Na-P04，pH 
Table 1. 	 Differentiation of TN in cardiac and skeletal muscles of chicken embryos. Car-
diac muscle began to be stained with antibodies against cardiac TN components 
after stage 10. Itreacted also with anti-skeletal TN-I in early embryos. Skele-
主almuscle began to be stained with antibodies against skeletal TN components 
after stage 14. 1t reacted also with antibodies against cardiac TN-T and C from 
stage 14 to hatching. Adult cardiac and skeletal muscles were stained only with 
antibodies against cardiac and skeletal TN components，respectively. 
Stages (Hamburger-Hami1ton) of chicken embryos 
+十十十十十÷÷÷ 
÷ 
÷ 
十十++++ 
泊坑・AEng1ahm v d  
Cardiac TN -T 	 + 
Cardiac TN-1 十
Cardiac Cardiac TN-C 十
muscle Skeletal TN-T 
Skeletal TN-1 + + 

Skeletal TN-C 

Tissue 
8 10 14 20 38 45 Adult 
(26-29 hr) (33-38 hr) (50-53 hr) (70-72 hr) (12 days) (19-20 days) 
Cardiac TN-T 十 ÷ 十 + 
Cardiac TN-I 
Skeletal Cardiac TN-C 
musc1e 	Skeletal TN-T 
Skeletal TN-I 
Skeletal TN-C 
+一十十+十十十十十十÷÷十十+十
十 
十 
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Fig. 2. Bundles of thin五laments 
from adult cardiac muscle 
precipitated by treating 
with antibody against car-
diac TN・1.Cross-striations 
with 38・nm intervals are 
formed by antibody treat-
ment (arrows). Negative 
staining with 3弘 uranyl 
acetate. X 75，000 Bar，0.5 
pm. 
Fig. 3. Immuno宜uorescencemicrographs of chicken embryo at stage 15 stained with spe-
Cl五cantibodies against cardiac TN-T (a and g)，cardiac TN-1 (b and h)，cardiac 
TN-C (c and i)，skeletal TN-T (d and j)，skeletal TN-1 (e and k) and skeletal 
TN-C (f and 1). Cardiac muscle was stained wIth antibodies against all of the 
cardiac TN components (a-c) and skeletal TN-I (e). Skeletal muscle (arrows) 
was reacted with antibodies against skeletal TN components (j・1) and car占ac 
TN司 T (g) and C (i). (a-f) X65，Bar=0.5mm; (g・1) X26，Barニ lmm. 
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Fig. 4. Immuno丑uocencemicrograph of a chicken embryo at stage 20. Cardiac (C) and 
skeletal (S)muscles (somites) were stained with anticardiac TN-Tantibody. Other 
organs were not reacted with the antibody. x32. Bar=l mm. 
6.5)によってミオシンを抽出し， 同様に国定，包埋し
た。ネガティプ染色には，解離した心第のアクチンフ々
ラメントに抗心筋 TN-I技体を作用させ， 酢霊安ウラニ
ウムにより染色した。すべての標本は目立 HU・12型寵
子顕微鏡によ!J75kVで観察した。
結果
免疫したウサギおよびモルモットの部分採血血請を，
オクタロニーによる二重拡散法によって抗体の生成状況
を諦べたところ，心篤と骨格筋の TN-T. 1およびCに
対する拡血清は，その抗京とした TN成分と反応し，
一本の沈降線を形成した (Fig. 1)。 さらに免疫電気泳
動によって特異性を調べると，心筋および骨格筋から作
製した技 TN成分の血清は， それぞれの心第および骨
格筋の抗原とした TN成分の分子量に相当する位量に
沈降線を形成した。また吸収したJL~筋と骨格筋の各 TN
成分の抗体 (IgG)は，それぞれ心筋および骨格館の I
帯(細いフィラメント〉のみを染名し，交文反応は示さ
ないことを間接蚤光抗棒法により観察した。以上のこと
から作製した抗体は，それらが調製された心筋および骨
格第に対して高い特異性をもち，組の篤とも，また地の
TN成分とも交叉反応しないことを示している 11)0 つぎ
に心筋より遊離したアクチンフィラメントに，これらの
抗血清を作用させるとフィラメント上に38nmの周期を
有する績構造の形成が認められ，アクチンィラメント上
の TNが抗体により諺錆されるのをみた (Fig.2)。
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Fig，5. Electron micrographs of cardiac muscle of chicken embryo at stage 10. (a) Early 
phase of myofibrillogenesis are seen. Thick and thin日amentsare aligned pa主allel. 
Z band，Z. X 22，000. Bar，1μm. (b) Early myo五brilstreated with anti-cardiac 
TN-I antibody. Cross-striations with 38・nmintervals are seen (a主rows).Myosin has 
been extracted with Guba-Straub solution. Z band，Z. X 40，000 Bar，0.5μm. 
このような技体を用いてニワトリ睦子の切片を告を光
頭徴鏡で観察したくTable 1) Stage 10よ予告主心第の0 
TN抗体によって心臓領域が染色され始めた。 Stage 
9から染色される腔子が出現し，発生の進行と共にその
数が増加し， stage 11までには観察したすべての心臓に
謹光がみられるようになった。同-sf子の連続切片は，
抗心蕗 TN-T，1およびCの3つの抗体で同時に染色さ
れた。また睦子の心篤は， 骨謡館の抗 TN-I抗体とも
反恋した。この時期に比骨格筋は未だ形成されていな
いので，いずれの抗体によっても染色されなかった。 
Stage 14から骨格筋は抗骨格筋 TN-T，1およびC抗
体によって同時に染色されたくFig. 3)。また恒子の骨
格筋は読心筋 TN-TおよびC抗体によっても染色され
た (Fig. 3および 4)。
心筋の抗骨格筋 TN-I抗体に対する反応性は醇化前
の stage38 Vこは消失した。骨格筋の抗心蕗 TN-Tおよ
びCの2抗体に対する反応性は stage45以後も残って
いたが，野信後 4日までには完全に消失していた。しか
しこれら心筋の抗骨格筋 TN-I拡体に対する反応性，
および骨謡筋の抗必筋 TN同士と C抗体に対する反応
性の消失期は，経子によって異なっていた。また骨格窮
の抗心務 TNの2つの抗体に対する反応性は， ある睦
子ではC抗体の治失がす技体の消失より先であり，また
別の陸子ではその逆であり，さらに別の経子ではほぼ開
時期に消失するというように極棒差が大きかった。心筋
も骨格筋も癖化約 1週間後までには，親と全く陪じ反;;t;
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牲をもつようになった。
抗心筋抗手本で染色されはじめる Stage10の心筋を霊
子顕微鏡によ担観察すると，結抱内には筋累線緯形成の
初期過程のものが多くみられた (Fig.5a)。この時期の
心筋に抗心麓 TN-I卑清を作用させ，免疫電子顕微鏡
的に観察したところ，アクチンフィラメントには38-40 
nmの馬場性をもった縞講造が観察された (Fig.5 b)。
すなわち心筋の筋原線維形成のごく初期の過程から，調
節蛋白質はアクチンフィラメント上記存在しており，し
かもそれは成体と同様な淘期性をもっていることがわか
った。
考察
免疫霊気詠動によって抗 TN血清の特異性を謂ベた
結果は， それぞれの TN拡体が抗原とした組織に対し
て高い特異性を持ち，む読と骨格筋との間で交叉反応を
おこさなかったことを示した。 Dhootら2，12)は骨格筋の
速務， 遅筋および心篤の TN各成分は免疫学的に異な
った蛋白質であり，また組織特異性をもっていることを
報告している。心館と骨諮筋に特異的な抗.lIll清を作成で
きたという本研究の結果は，同ーの蛋白質でも各種の筋
においてその型は異なるという従来の報告2，12)を支持す
るものである Q
心筋の TN出現泣 stage10から観察されたが，この
時期より心識拍動の開始することが知られておヲ 13九ま
た筋原線維の形成も観察されている的。このことから心
識における調節蛋白質の出現と収結構造の形成，さらに
は拍動の開始時期とはよく一致していることが明らかと
なった。 心筋において TNの出現が骨格筋がより早い
のは，心臓の機能需始時期が骨捧第より早いためである
と考えられる。
同一隆子の心筋あるいは骨格競は， TNの3成分の抗
体によりi このことは TNの可詩に染色が開始された。
各成分の合成の開始は，国一タイプの組識内では向調し
ていることを示している。また盛子携には一方のタイ
プの筋の TNのある成分は，地方のタイプの筋の 
TN抗体にも反応性を示していた(すなわち心筋は心筋
と骨格館の TN-I の抗体と，また骨格籍法心筋と骨諮
筋の TN-TとCに対する抗体と反応した〉が，このよ
うに異なったタイプの筋の投体に対する反容性は醇化期
頃には滑失した。骨格筋において心筋 T誌の 2成分の
抗体に対する反応性の消失が必ずしも同調していないの
は，合成開始の遺伝情報の発現は各 TN成分とも荷時
であるが，代議f回転速震は各 TN成分需に多少の相違
があることにもとづくのではないかと考えられる。
本研究によって笹子の心筋 TN-Iは骨格筋の TN-I
と技原性を共宥し，骨格筋の TN-TおよびCは心筋の
ものと抗原性を共有していることが明らかとなった。し
かし脹子期においては， 1つの TN成分が心筋と骨格
競にそれぞれ特異的な 2つの抗体と反惑しているのか，
あるいは 1つの組織内に心筋と骨格窮の抗体に反嘉する 
TN成分が 2つ存在しているのかについては，将来解明
されなければならない。このように，経子の心筋 TN-I
および骨務筋 TN-TとCは，競に存在するものと免疫
学的に異なヮた性質をもってお予，発生が進むにつれて
それぞれのタイプの筋砦有の調節蛋白質記分化してゆく
ことが明らかとなった。
以上の結果から，組組内における遺伝子の発現機構
は，心筋ならびに骨務筋の発生においてそれぞれ変化
していることが想録される。すなわち，細胞は初期には
免疫学的に心篤と骨格篤と識別することが不可能な蛋白
質成分を合成しているが，次第にそれぞれの組織に特
有な蛋白費を合成するようになる。しかしなぜ心筋の 
TN-Iおよび骨格筋の TN-TとCが発生段階でその型
を変化させ，他の TN成分は変化しないかについては
明らかではない。おそらく高度に複雑な機構が遺伝子の
発現を制掬しているのではないかと考えられる。 
TN成分の合成に関係した遺伝子発現が発生段階とと
もに変化するのは，務組胞にあちかじめ内的にプログラ
ムされているためか，あるいは外的要因に依存している
ためであるかは明らかではない。もし外的因子に欽存し
ているとすれば，筋の性質辻神経に扶存しているという
多くの報告1りのがあるので，神経の影響を除外すること
はできない。しかし各タイプの筋の神経支配はそれぞれ
のタイプの筋蛋白質の性賓の変換よ歩やや先行してい
る17，18九したがって，もしこのような変化が梓経に依存
しているとしても，それはおそらく神経支配の賓的な変
色にもとづくもので誌ないかと考えられる。
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Di笠erentiation of troponin (TN) in cardiac 
ζand skeletal muscles of chicken embryos 
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was studied by indirect immunofluo主escence 
microscopy. Serial sections of embryos were 
stained wIth antibodies speci五cfor TN com-
ponents (TN-T，1 and C) from adult chicken 
ca主diac(ventricle) and skeletal (pectralis) mus・ 
cles. Cardiac muscle began to be stained with 
antibodies raised against cardiac TN compo帽 
nents in embryos after stage 10 (Hamburger and 
Hamilton numbering). lt reacted also with anti-
skeletal TN-l from stage 10 to hatching. Skele-
tal muscle was stained with antibodies raised 
against skeletal TN components after stage 14. 
lt reacted also with anti-cardiac TN-T and C 
from stage 14 to hatching. lt is concluded that， 
during embryonic development，cardiac musc1e 
synthesizes TN-T and C possessing cardiac-type 
antigenicity，and TN-l with antigenic deter-
minants simi1ar to those present in adult cardiac 
as wel1 as in skeletal muscles. Embryonic ske-
letal muscle synthesizes TN-l possessing anti-
genicity for skeletal muscle，and TN-T and C 
which share the antigenicities for both cardiac 
and skeletal muscles. Thus，in development 
of cardiac and skeletal muscles，a process occurs 
in which the五berchanges its genomic program-
ming: it ceases synthesis of the TN compo同 
nents which are immunological1y indistinguish-
able from each other，and synthesizes only tis-
sue-type speci五cproteins after hatching. 
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